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  چکیده
گونه اي از خانواده آزاد ماهیان است که بدلیل افزايش فشار بر ذخاير،  suipsac atturt omlaSدرياي خزر آزاد  ماهي
شیوه لقاح مخلوط گامتها در تکثیر مصنوعي ماهي آزاد باعث  خاذانجام مي شود. ات تکثیر مصنوعي و رهاسازي آن
نر در باروري تخمکها مي شود. همبستگي پارامترهاي کیفي اسپرم با میزان  مولدينبرابر شدن میزان مشارکت نا
ضريب همبستگي در سه تیمار با استفاده از گامتها نر در تولید آلوينها در شیوه لقاح مخلوط  مولدينمشارکت 
ه و نر به روش متداول کارگاه و در تیمارهاي بررسي شد. در تیمار اول تخمک و مايع مني چهار مولد ماداسپیرمن 
دوم سوم تخمک و مايع مني به ترتیب چهار و دو مولد ماده و چهار و شش مولد نر با تعداد مساوي تخمک و حجم 
 9/5نسخه  PAFبا روش حذف در نرم افزار  1Fرديابي والدين و نسل پس از جذب زرده، . يافتندبرابر مايع مني لقاح 
درصد از  43 . بر اساس نتايج بیش ازانجام شد rtS 235و  rtS 93، rtS 55 پلي مورفیک اه ريزماهوارهجايگ 9توسط 
نر در تیمار اول  مولدينهمبستگي مدت زمان تحرک اسپرم با میزان مشارکت  .آلوينها به والدين خود منتسب شدند
) معني دار و مثبت بود. P=0/500، r=0/943) و سوم (P=0، r=2) و در تیمار دوم (P=0/525، r=0/154مثبت (
نتايج تحقیق مبین نر در تیمارها منفي بود.  مولديناسپرم و میزان اسپرماتوکريت با میزان مشارکت تراکم همبستگي 
لارو در شرايط رقابت اسپرم در شیوه لقاح مخلوط گامتها توسط تاثیر مدت زمان تحرک اسپرم بر توانايي تولید 
 رياي خزر مي باشد. مولدين ماهي آزاد د
 
 omlaS  رديابي والدين، تکثیر مصنوعي، لقاح مخلوط گامتها، تحرک اسپرم، ماهي آزاد درياي خزرواژگان کلیدی: 
 suipsac atturt
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 مقدمه. 1
گونه هاي بسیاري از ماهیان در سراسر دنیا براي 
حفظ و بازسازي ذخاير طبیعي يا در جهت برداشت 
د تکثیر مصنوعي قرار مي تجاري، در تفريخگاه مور
 suipsac atturt omlaSگیرند. ماهي آزاد درياي خزر 
گونه اي از خانواده آزاد ماهیان مي باشد که ذخاير پر 
طي دهه هاي اخیر به دلیل افزايش  آنطبیعي ارزش 
فشار صیادي، نابودي مکان هاي تخم ريزي و تخريب 
ر ها به شدت کاهش يافته است. عوامل مذکوزيستگاه
و منجر به کاهش شديد تکثیر طبیعي اين گونه 
شده است، لذا  NCUIقرارگیري آن در لیست قرمز 
ايران به منظور حفظ و بازسازي ذخاير ماهي  تشیلا
آزاد، اقدام به تکثیر مصنوعي و رهاسازي آن به 
 رودخانه هاي منتهي به درياي خزر نموده است
 );0002 ,daoC 9002 ,irimA izajoM dna ilalaJ(
طبق روند مرسوم سالهاي گذشته تاکنون جهت تکثیر 
 گامتها ماهي آزاد از شیوه لقاح مخلوط مولدين
به صورت اضافه ) noitazilitreF etemaG dexiM(
مولد نر به صورت انفرادي بر  چندنمودن مايع مني 
ماده استفاده مي شود.  ينمولد روي مخلوط تخمک
ژنتیکي اثرات اتخاذ گزارش هايي که اخیراً به بررسي 
ها در تکثیر مصنوعي شیوه لقاح مخلوط گامت
پرداخته اند به اين نکته اذعان دارند که بکارگیري اين 
شیوه فرصت مناسبي را براي بروز پديده رقابت اسپرم 
) در میان ماهیان مولد نر noititepmoc mrepS(
 ,koonS؛ 7002 ,.la te dnikedeW( آوردفراهم مي 
ابت اسپرم بدين معني است که در هنگام رق .)5002
ها، اسپرم دو يا تعداد بیشتري مولد بارورسازي تخمک
ها با هم به رقابت بپردازند. بر نر براي لقاح تخمک
، اتخاذ 4001در سال  notpmaCاساس مطالعات 
باعث ها در تکثیر مصنوعي شیوه لقاح مخلوط گامت
ت در تفاو ايجاد رقابت اسپرمي شده و منجر به
نر مي شود. در اين  مولدينموفقیت تولید مثلي 
نر، اکثر  مولدينصورت يک يا تعداد معدودي از 
دهند و در نتیجه، اغلب فرزندان ها را لقاح مي تخمک
يکساني خواهند داشت و داراي نر ايجاد شده والدين 
اتخاذ شیوه لقاح تنوع ژنتیکي پايیني خواهند بود. 
از جمله در ماهي آزاد  مخلوط در تکثیر گونه ها
درياي خزر، راهکار مناسبي براي فراهم نمودن امکان 
در تولید  مولدينمشارکت ژنتیکي متعادل همه 
فرزندان نبوده است و کاهش تنوع ژنتیکي در آلوين 
هاي تولید شده را که براي بازسازي ذخاير طبیعي 
(سوري نژاد  استفاده مي گردند به دنبال خواهد داشت
 areV ;1102 ,.la te dajeniruoS 3592، رانو همکا
 ).;1102 ,.la te
به نظر مي رسد موفقیت عمل لقاح و تولید لارو در 
شرايط رقابت اسپرم به خصوصیات مختلف اسپرم 
 tliMمورد استفاده از جمله حجم مايع مني ( مولدين
 ffeN( )ytisned llec mrepSاسپرم (تراکم )، emulov
در خورشید ماهي آبشش  9001و همکاران در سال 
از خانواده  surihcorcam simopeLآبي 
 )،5001در سال  koonSو گزارش  eadihcartneC
)، تحرک اسپرم tircotamrepSاسپرماتوکريت (
در سال و همکاران  trahniL() ytilitom mrepS(
و سرعت اسپرم ) در ماهي کپور معمولي 5001
 4001ر سال و همکاران د egaG() yticolev mrepS(
بستگي ) ralas omlaSدر ماهي آزاد اقیانوس اطلس 
داشته باشد ولي ارتباط هر يک از اين خصوصیات با 
نر هنوز به طور  مولدينمیزان موفقیت تولید مثلي 
کامل مشخص نشده است و تناقض هاي زيادي 
در همانگونه که در بالا ذکر شد در گونه هاي مختلف 
 ;4002 ,.la te ssenruBد (اين زمینه به چشم مي خور
 ).7002 ,.la te dnikedeW ;7002 ,.la te rapsaK
که تنوع و تفاوت  نشان مي دهدبندي مطالعات جمع
بسیار زيادي در پارامترهاي کیفي اسپرم هم در بین و 
هاي مختلف ماهیان وجود دارد و در هم درون رده
به دلیل تفاوت در ها شیوة لقاح مخلوطِ گامت
اسپرم، تراکم تي از قبیل حجم مايع مني، خصوصیا
میزان اسپرماتوکريت، تحرک اسپرم و سرعت اسپرم 
به پديده رقابت اسپرم با شدت و ضعفهاي مختلف 
بنابر اين توصیه مي گردد که مديران  وقوع مي پیوندد.
مراکز تکثیر بايد تلاش نمايند تا اثرات عوامل کاهش 
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یه عوامل تأثیرگذار دهنده تنوع ژنتیکي را با کنترل کل
 از جمله رقابت اسپرم به حداقل برسانند.
هاا و نر در لقاح تخمک مولدينتعیین میزان مشارکت 
، باه خاوبي از لقااح مخلاوط تولید فرزندان در شرايط 
 egatneraPطريق تکنیک رديابي والدين و فرزنادان ( 
 ,onikeS dna araH( است ) امکان پذير tnemngissa
 ANDانگرهاي ژنتیکاي ب اا منشاا . ظهاور نشا)3002
رديااابي  ،)etilletasorciMخصوصااا ًريزماااهواره هااا ( 
مولکاولي وال ادين و فرزن ادان و تعیاین مقادار تناوع 
ها ژنتیکي را در شرايط اتخاذ شیوه لقاح مخلوط گامت
 ).4002 ,sedroC dna uiLاساات ( آسااان نمااوده 
نشانگرهاي ريزماهواره يک نوع علائم طبیعاي زيسات 
بوده که پس از لقاح، از والادين باه فرزنادان  شناختي
منتقل مي شاوند و ابازار قدرتمنادي باراي مطالعاات 
رديااابي مولکااولي والاادين و فرزناادان مااي باشااند 
باا  ).7002 ,.la te ortsaC ;3002 ,.la te noskcaJ(
تحقیق حاضر به منظور کسب توجه به نکات ذکر شده 
ین ب ا تعیاین همبساتگياطلاعاات لازم در خصاو 
از جملاه میازان برخاي ويژگاي هااي کیفاي اساپرم 
اساپرم و مادت زماان تحارک تاراکم اسپرماتوکريت، 
نار در تولیاد آلوينهاا  مولدينبا میزان مشارکت اسپرم 
در شیوه لقاح مخلوط گامات هاا در تکثیار مصانوعي 
 . ماهي آزاد درياي خزر انجام مي گیرد
 
 هامواد و روش . 2
 حقیقو تیمارهای تتکثیر مولدین 
در کارگاه تکثیر آزاد ماهیان کلاردشت تکثیر مولدين 
و به روش لقاح خشک صورت پذيرفت. مازندران 
قطعه از چهار  مک و اسپرم مورد نیاز براي تحقیقتخ
) 5152±534/00rg و  55/53±4/15mc مولد ماده (
و  45/32±1/03mcمولد نر (قطعه و شش 
تکثیر فصل يک ) ماهي آزاد که در 9532/99±121rg
از رودخانه چشمه کیله تنکابن صید شده بودند، 
قطعه مولد  09شايان ذکر است تنها استحصال گرديد. 
که شش مولد  ندنر در اين فصل تکثیر رسما صید شد
در اختیار تحقیق حاضر قرار با محدوده سني يکسان 
در شیوه فعلي لقاح مخلوط در کارگاه تکثیر از گرفت. 
به ماده و با حجم نامساوي  نر مولديننسبت متغیر 
مايع مني و همچنین تعداد نامساوي تخمک استفاده 
منطبق با روش مي شود. در تیمار اول اين بررسي نیز 
، 1، 2 تخمک چهار مولد ماده (شمارهمتداول کارگاه 
) به طور کامل استحصال شده و به آرامي با هم 4و  9
، 2ره و از مايع مني چهار مولد نر (شمامخلوط شدند 
ها استفاده ) براي باروري مخلوط تخمک4و  9، 1
و ذکر است در شروع استحصال تخمک  شايانگرديد. 
میکرولیتر مايع  053 و گرم تخمک 00حدود اسپرم، 
براي انجام لقاح در ساير تیمارها در ظروف مني 
براي مقايسه نتايج با تیمار جداگانه جمع آوري شد. 
در ارامترهاي کیفي اسپرم کارگاه و بررسي بهتر نقش پ
میزان مشارکت مولدين نر در تولید آلوينها در شرايط 
از حجم  ،حجم مساوي مايع مني به ازاي هر مولد نر
در مساوي مايع مني و تعداد مساوي تخمک 
استفاده شد. براي انجام تیمار  سومو  دومتیمارهاي 
 4و  9، 1، 2چهار مولد ماده شماره تخمک از دوم 
و مايع مني  د تخمک به ازاي هر مولد ماده)عد 002(
میکرولیتر به  002( 0و  5، 1، 2چهار مولد نر شماره 
در تیمار سوم از استفاده گرديد.  ازاي هر مولد نر)
شش و مايع مني  1و 2دو مولد ماده شماره تخمک 
اضافه . استفاده شد 0و  5، 4، 9، 1، 2شماره ولد نر م
ر سوم با هدف ارزيابي در تیما 4و  9نمودن مولدين 
تعاملات اسپرم بین مولدين مختلف و بررسي بهتر 
پديده رقابت اسپرم در حضور همه مولدين موجود 
نر به  مولدينمخلوط مايع مني صورت پذيرفت. 
ماده اضافه شد و عملیات لقاح  مولدينمخلوط تخمک 
تخم صورت پذيرفت. بدون استفاده از محلول لقاح 
هاي موجود در کارگاه تا ر ترافهاي لقاح يافته، د
هاي تفريخ مرحله جذب کامل کیسه زرده در آلوين
جهت حصول  شده، مورد انکوباسیون قرار گرفتند.
اطمینان از کیفیت مناسب اسپرم و تخمک مولدين 
مورد استفاده و همچنین حصول اطمینان از میزان 
هاي تولید شده توسط هر زنده ماني متعادل آلوين
پس از مراحل جذب کیسه زرده يک تیمار  مولد نر
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نظر گرفته شد. تخمک  دربراي هر تیمار اصلي شاهد 
و اسپرم مورد نیاز براي انجام تیمار شاهد از بین 
مولدين مورد استفاده به طور تصادفي از يکي از 
نر با توجه به  ينمولديکي از مولدين ماده و 
 محدوديت مقدار اسپرم و تعداد تخمک در دسترس
طراحي مولدين ماهي آزاد استحصال گرديد. 
تیمارهاي شاهد به گونه اي صورت گرفت که هر شش 
مولد نر و هر چهار مولد ماده امکان مشارکت در لقاح 
يک به يک و بررسي کیفیت اسپرم و تخمک را در سه 
تیمار شاهد داشته باشند و اهداف طراحي تیمار شاهد 
د تخمک مولد عد 00تیمار شاهد،  درتامین شود. 
میکرولیتر مايع مني هر مولد نر به صورت  5ماده با 
داده شد و تخم انفرادي (يک ماده به يک نر) لقاح 
پس از ، در تراف ها توزيع گرديدند. هاي لقاح يافته
قطعه آلوين به ازاي امکان  52جذب کیسه زرده تعداد 
تشکیل هر جفت تلاقي، نمونه برداري شده و در 
جهت مطالعات مولکولي تثبیت شدند. اتانول مطلق 
همچنین همزمان با زيست سنجي، بخشي از باله دمي 
مولدين جهت رديابي مولکولي میزان قرابت آنها با 
شماي کلي فرزندان در اتانول مطلق تثبیت گرديد. 
  ارائه شده است. 2الگوي لقاح مولدين در جدول 
 
 در تیمارهاي مختلف تحقیق حاضر suipsac atturt omlaSياي خزر الگوي کلي لقاح مولدين ماهي آزاد در .2جدول 
 
حجم مايع مني و تعداد 
 تخمک به ازاي هر مولد
تعداد آلوين نمونه 
 1برداري شده (
 تکرار)
 تیمار نحوه اختلاط گامت ها نر شماره: ماده شماره:
 تیمار اول ♀4×  ♂4 4و  9، 1، 2 4و  9، 1، 2 054 حجم و تعداد نابرابر
 5عدد تخمک،  00
 میکرولیتر مايع مني
 4مخلوط نمودن 
 )012خانواده (
 2♂ × 2♀ 9 2
 تیمار شاهد
 اول  
 2♂ × 2♀ 9 4
 2♂ × 2♀ 4 2
 2♂ × 2♀ 4 4
  میکرولیتر مايع مني،002
 عدد تخمک 002 
 تیمار دوم ♀4×  ♂4  0و  5، 1، 2 4و  9، 1، 2 054
 5عدد تخمک،  00
  نيمیکرولیتر مايع م
 4مخلوط نمودن 
 )012خانواده (
 2♂ × 2♀ 5 9
 تیمار شاهد
 دوم 
 2♂ × 2♀ 5 4
 2♂ × 2♀ 0 9
 2♂ × 2♀ 0 4
  میکرولیتر مايع مني،002
  عدد تخمک 002
 تیمار سوم ♀1 × ♂0 0و  5، 4، 9، 1، 2 9و  1 009
 5عدد تخمک،  00
 میکرولیتر مايع مني
 9مخلوط نمودن 
 )53خانواده (
 ♀2 × ♂2 2 1
تیمار شاهد 
 سوم
 ♀2 × ♂2 1 1
 ♀2 × ♂2 9 1
 
 سنجش پارامترهای کیفی اسپرم
پارامترهاي کیفي اسپرم شامل میزان اسپرماتوکريت،  
به منظور اسپرم و مدت زمان تحرک اسپرم تراکم 
 مولدينمیزان مشارکت آنها با بررسي همبستگي بین 
مخلوط گامت ها  در شرايط لقاحها نر در تولید آلوين
اسپرم تراکم براي سنجش  مورد سنجش قرار گرفتند.
از لام هماسیتومتر و میکروسکوپ نوري با بزرگنمايي 
استفاده شد. جهت شمارش اسپرم، ابتدا يک  ×004
که میکرولیتر مايع مني در محلول رقیق کننده اسپرم 
 ,iksworbaD dna okzsereiCدرصد ( 0/3 lCaN
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رقیق گرديد و سپس  0002به  2 با نسبت) بود 3991
يک میکرولیتر از محلول رقیق شده در حفره لام 
هماسیتومتر قرار گرفت. دو تکرار براي تهیه رقت و 
سه بار شمارش اسپرم براي هر رقت انجام شد. 
میانگین سه بار شمارش براي هر يک از دو تکرار رقت 
محاسبه شد و میانگین دو عدد نهايي، جهت محاسبه 
 استفاده گرديد.   2اسپرم با استفاده از رابطه م تراک
 ,.la te tdevT( 2رابطه
                :)1002
 × 0002                
تعداد  = A × 00005
 اسپرم
برابر با تعداد اسپرم شمارش  Aدر اين رابطه مقدار 
 00005مربع کوچک لام هماسیتومتر،  05شده در 
نسبت  0002و اد لام محاسباتي با توجه به ابععدد 
 رقت مي باشد.      
)، از روش %براي سنجش میزان اسپرماتوکريت (
سانتريفیوژ لوله هاي میکروهماتوکريت حاوي مايع 
در دستگاه  00042gثانیه و دور  532مني براي مدت 
براي هر مولد سه تکرار  .میکروسانتريفیوژ استفاده شد
جهت  ).)7002 ,.la te dnikedeW منظور گرديد
سنجش مدت زمان تحرک اسپرم ابتدا ده میکرولیتر 
 مايع مني در يک میلي لیتر محلول رقیق کننده،
رقیق شد. يک میکرولیتر از اين محلول رقیق شده 
میکرولیتر آب کارگاه به آن  51روي لام قرار گرفته و 
اضافه شد. مدت زمان تحرک اسپرم از زمان اضافه 
ها از پنج درصد اسپرم نمودن آب تا هنگامي که کمتر
سه داراي حرکت رو به جلو بودند اندازه گیري شد. 
تکرار براي اين سنجش در هر مولد منظور گرديد 
 ). 1002 ,.la te tdevT(
 و واکنش زنجیره ای پلیمراز ANDاستخراج 
ژنومي از باله دمي مولدين و آلوين ها  ANDاستخراج 
 ,.la te koorbmaSکلروفرم (-به روش استاندارد فنل
جايگاه  9مولدين با استفاده از  انجام شد. )9891
که میزان  rtS 235و  rtS 93، rtS 55ريزماهواره 
بالايي از تنوع ژنتیکي را در مولدين ماهي آزاد درياي 
(سوري  تعیین ژنوتیپ گرديدند ،خزر نشان داده اند
؛ سوري نژاد و همکاران، 3592نژاد و همکاران، 
واکنش زنجیره اي  .)1102 ,.la te areV؛ 2392
در حجم نهايي  ANDنانوگرم  09پلیمراز با استفاده از 
هر پرايمر میزان میکرولیتر براي هر واکنش و  52
 RCP،002Mμبرابر با  PTNdمقدار ، 0/00Mμ
و  2/5 Mmبرابر با 2lCgM ، 2X با غلظت  reffub
ساخت شرکت اينويتروژن  esaremylop AND qaT
(جدول و با تنظیم دماي الحاق  0/5 Uر با اببرآمريکا 
 hcraeser JMو برنامه اجرايي دستگاه ترموسايکلر () 1
ساخت کشور آمريکا بهینه گرديد. مولدين ) 001-CTP
ها در جايگاه هاي ريزماهواره با دستگاه توالي و آلوين
 deilppA(  0373 ®MSIRP IBAياب خودکار 
امتیازدهي به شدند و  ژنوتیپ) تعیین smetsysoiB
 انجام شد 4نسخه  reppaMeneGآلل ها با نرم افزار 
 ,9002 ,zednanreF dna zenitraM ;7002 ,.la te(
 ). ortsaC 1102 ,.la te areV
 
 ريزماهواره و دماي الحاق استفاده شده براي تعیین ژنوتیپ مولدان ماهي آزادجايگاههاي  1جدول 
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 و آنالیز آماریردیابی والدین 
 9و با استفاده از  2ديابي والدين بر اساس روش حذفر
از  rtS 235و  rtS 93، rtS 55جايگاه ريزماهواره 
انجام گرديد  9/5نسخه  PAFطريق نرم افزار 
). بر پايه اطلاعات نرم افزار فوق، 7002 ,traggaT(
هاي تولید شده توسط هر مولد ماده و نر تعداد آلوين
پس درصد مشارکت هر در هر تیمار تعیین شده و س
ها محاسبه شد. از آزمون مربع مولد در تولید آلوين
کاي جهت تعیین میزان انحراف تعداد آلوين هاي 
تولید شده توسط هر مولد ماده و نر از فرض اولیه 
استفاده  0/50مشارکت متعادل در سطح معني داري 
 ,.la te nesettO ;6002 ,.la te tsorF(                شد
 yaW-enOاز آنالیز واريانس يک طرفه  ).9002
جهت بررسي تفاوت در دانکن آزمون  و AVONA
نر در سطح معني داري  مولدينخصوصیات اسپرم 
استفاده گرديد. ارقام نمودارهاي مربوط به  0/50
ارائه شد.  ES±naeMپارامترهاي اسپرم به صورت 
جهت بررسي  غیر پارامتريک اسپیرمن آزمون
نر با میزان  مولدينخصوصیات اسپرم  همبستگي بین
 در هر تیمار به کار رفت.  مولدينمشارکت 
 
 نتایج. 3
 اسپرمتراکم  
اسپرم در شش مولد مورد تراکم نتايج سنجش 
اسپرم از تراکم استفاده نشان داد که 
اسپرم در میلي لیتر مايع مني در  339±5/23×302
در اسپرم  033±12/12×302مولد نر شماره چهار تا 
میلي لیتر مايع مني در مولد نر شماره يک متغیر بود. 
اسپرم در مولد نر شماره چهار به طور تراکم میزان 
اسپرم در مولد نر تراکم معني داري کمتر و میزان 
 مولدينشماره يک به طور معني داري بیشتر از ساير 
نر شماره دو و سه تفاوت  مولدين). 50.0<Pنر بود (
اسپرم نداشتند تراکم ظ معني داري از لحا
 الف). 2 شکل)(50.0>P(
                                                 
 noisulcxE .1
 میزان اسپرماتوکریت
 99±9/50نر از  مولدينمیزان اسپرماتوکريت در 
درصد  10/00±0/35درصد در مولد نر شماره چهار تا 
در مولد نر شماره يک متغیر بود. میزان اسپرماتوکريت 
در مولد نر شماره چهار به طور معني داري کمتر  و 
داري بیشتر از طور معني نر شماره يک به در مولد 
داري در ). تفاوت معني 50.0<Pنر بود ( مولدينساير 
نر شماره دو و سه  مولدينمیزان اسپرماتوکريت 
 ب).  2 شکل)(50.0>Pمشاهده نگرديد (
 مدت زمان تحرک اسپرم
نر از  مولدينمدت زمان تحرک اسپرم در 
يک تا ثانیه در مولد نر شماره  91/34±0/55
ثانیه در مولد نر شماره پنج متغیر بود.  31/23±0/45
مدت زمان تحرک اسپرم در مولد نر شماره يک به 
طور معني داري کمتر و مدت زمان تحرک اسپرم در 
مولد نر شماره پنج به طور معني داري بیشتر از ساير 
نر شماره سه و  مولدين). 50.0<Pنر بود (مولدين 
از لحاظ مدت زمان تحرک  چهار تفاوت معني داري
 ج). 2 شکل)(50.0>Pاسپرم نداشتند (
 دامنه مشارکت مولدینمیزان موفقیت ردیابی و 
 نر و ماده در تولید آلوینها
دامنه مشارکت میزان موفقیت رديابي و  9جدول 
نر و ماده در تولید آلوينها را در تیمارهاي  مولدين
 تحقیق نشان مي دهد. 
ها لي مشارکت در تولید آلويندر تیمار اول میزان ک
و در ) P >0/200، 2x = 115/13در بین مولدين نر (
) به طور P >0/200، 2x =392/04بین مولدين ماده (
معني داري متفاوت بود. در بین مولدين نر، مولد نر 
درصد آلوين ها و در بین  50شماره سه بیش از 
 04مولدين ماده، مولد ماده شماره چهار بیش از 
 ). 1صد آلوين ها را تولید نمودند (شکل در
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مولدين اسپرم (تعداد در میلي لیتر مايع مني)، (ب) میزان اسپرماتوکريت (درصد)، (ج) مدت زمان تحرک اسپرم (ثانیه) در تراکم (الف)  .2 شکل
  مي باشد. 0/50. حروف يکسان بیانگر عدم وجود تفاوت در سطح معني داري ماهي آزاد درياي خزر
 
 نر و ماده در تولید آلوينها در تیمارهاي تحقیق مولديندامنه مشارکت میزان موفقیت رديابي و  .9جدول 
  مولديندامنه مشارکت 
 میزان رديابي (درصد)
 شاخص
 نر ماده تیمار
  اولتیمار   53/5  50/10تا  4/05  04/03تا  12/52
 تیمار شاهد اول 002 - -
 تیمار دوم  03/4  53/02تا  2/51  31/52تا  01/00
 تیمار شاهد دوم 002 - -
  سومتیمار   43/4  99/45تا  5/52  55/33تا  44/21
 تیمار شاهد سوم 002 - -
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معني  . حروف غیر يکسان بیانگر وجود تفاوت در سطحاولها در تیمار ماهي آزاد درياي خزر در تولید آلوين مولدينمشارکت  .1 شکل
 مي باشد. 0/50داري 
 
ها میزان کلي مشارکت در تولید آلوين دومدر تیمار 
و در ) P >0/200، 2x =040/10نر ( مولديندر بین 
) به طور P= 0/220، 2x =22/92ماده ( مولدينبین 
نر، مولد  مولدينداري متفاوت بود. در بین معني
ا را هدرصد از آلوين 53شماره پنج به تنهايي بیش از 
 مولديننر، مشارکت  مولدينتولید نمود. بر خلاف 
تر بود. دو مولد ماده ها متعادلماده در تولید آلوين
درصد از  31شماره سه و پنج هر يک با تولید حدود 
ها و دو مولد ماده شماره يک و دو هر يک با آلوين
داري ها تفاوت معنيدرصد از آلوين 21تولید حدود 
 . )9 شکلنداشتند (نسبت به يکديگر 
 
. حروف يکسان بیانگر عدم وجود تفاوت در دومماهي آزاد درياي خزر در تولید آلوين ها در تیمار  مولدينمشارکت  .9 شکل
 مي باشد. 0/50سطح معني داري 
 
ها میزان کلي مشارکت در تولید آلوين سومدر تیمار 
 و در) P >0/200،  2x =542/424نر ( مولديندر بین 
) به طور P =0/090، 2x =4/104ماده ( مولدينبین 
معني داري متفاوت بود. در بین شش مولد نر استفاده 
ها درصد از آلوين 49شده، مولد نر شماره پنج حدود 
را تولید نمود. در خصو  دو مولد ماده نیز مولد 
درصد و مولد شماره دو حدود  05شماره سه حدود 
 ). 4 شکلدند (ها را تولید کراز آلوين 44
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. حروف يکسان بیانگر عدم وجود تفاوت در سومماهي آزاد درياي خزر در تولید آلوين ها در تیمار  مولدينمشارکت . 4 شکل
 . مي باشد 0/50سطح معني داري 
 
تفاااوت معنااي داري در میاازان در تیمارهاااي شاااهد 
ي که به صورت مجزا لقااح داده مولدينمشارکت جفت 
کاه هاا وجاود نداشات شاده بودناد در تولیاد آلاوين
مشخص نمود تفاوت احتماالي در میازان زناده مااني 
هاي تولید شده توساط هار مولاد طاي مراحال آلوين
میازان کلاي در تیمارهااي اصالي جاذب کیساه زرده 
در تولید آلوين ها را نسبت به حالت  مولدينمشارکت 
ل، در زمان نمونه بارداري تحات تاأثیر مشارکت متعاد
). و ج ب، الاف 5(شاکل  )50.0>P(قارار نماي دهاد 
نار در لقااح  مولديننسبت به توانايي اسپرم  همچنین
باا  مولادين  ها و کیفیت مناسب تخماک دادن تخمک
توجه به میانگین درصد لقااح، چشام زدگاي و تفاريخ 
 درصد تیمار شاهد اطمینان حاصل گرديد.  03بالاي 
همبستگی پارامترهای کیفی اسپرم با مشارکت 
 مولدین نر ماهی آزاد در تولید آلوین ها 
در تیمار اول، همبستگي مثبتي بین مدت زمان 
تحرک اسپرم با میزان مشارکت مولدين نر نمايان شد، 
، r=0/154هرچند اين همبستگي معني دار نبود (
). همبستگي میزان اسپرماتوکريت با میزان P=0/525
) و P=0/425، r= -0/052مشارکت مولدين نر (
همبستگي تراکم اسپرم با میزان مشارکت مولدين نر 
) منفي بود. با خارج نمودن P=0/505، r= -0/532(
مولد نر شماره چهار از محاسبات، همبستگي معني 
دار و مثبتي بین مدت زمان تحرک اسپرم با میزان 
). در اين P=0، r=2مشارکت مولدين نر به دست آمد (
حالت همبستگي تراکم اسپرم با میزان مشارکت 
) و P=0، r= -2مولدين نر معني دار و منفي (
همبستگي میزان اسپرماتوکريت با میزان مشارکت 
). مولد نر P=0/505، r= -0/290مولدين نر منفي بود (
شماره سه با مدت زمان بیشتر تحرک اسپرم تعداد 
ر شماره يک تولید آلوين بیشتري نسبت به مولد ن
بیشتري نمود که میزان اسپرماتوکريت و تراکم اسپرم 
 ).1و  2داشت (شکل هاي 
در تیمار دوم مدت زمان تحرک اسپرم و میزان 
مشارکت مولدين نر همبستگي معني دار و مثبتي 
). همچنین همبستگي منفي و P=0، r=2داشتند (
م معني داري بین میزان اسپرماتوکريت و تراکم اسپر
، r= -2با میزان مشارکت مولدين نر مشاهده شد (
). مولد نر شماره پنج با مدت زمان بیشتر تحرک P=0
اسپرم تعداد آلوين بیشتري نسبت به مولد نر شماره 
يک تولید نمود که میزان اسپرماتوکريت و تراکم 
 ).9و 2داشت (شکل هاي اسپرم بیشتري 
بتي بین در تیمار سوم نیز همبستگي معني دار و مث
مدت زمان تحرک اسپرم با میزان مشارکت مولدين نر 
). با حذف مولد P=0/500، r=0/943وجود داشت (
شماره چهار از محاسبات، ضريب همبستگي بین مدت 
زمان تحرک اسپرم با میزان مشارکت مولدين نر به 
مولد نر شماره پنج  به دست آمد. P=0/0، r=2صورت 
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پرم نسبت به ساير با مدت زمان بیشتر تحرک اس
مولدين نر، تعداد آلوين بیشتري نیز نسبت به ساير 
 ).4و 2نمود (شکل هاي مولدين نر تولید 
 
  
 
  
حروف  .و تیمار شاهد سوم (ج) تیمار شاهد دوم (ب)، ها در تیمار شاهد اول (الف)ماهي آزاد در تولید آلوين مولدينمشارکت . 5شکل 
 مي باشد. 0/50تفاوت در سطح معني داري يکسان بیانگر عدم وجود 
 
 و نتیجه گیری بحث. 4
کاااربرد نشااانگرهاي ريزماااهواره در آباازي پااروري و 
مديريت شایلاتي در دهاه گذشاته رشاد چشامگیري 
داشته است. ويژگي هاي خا ايان نشاانگرها باعاث 
شده است که ابزار قدرتمندي براي مطالعاات ردياابي 
اساتفاده از تعاداد باشاند.  مولکولي والدين و فرزنادان 
-نشانگرهاي ريزماهواره و در عین حاال دسات  حداقل
يابي باه درصاد باالاي موفقیات در مشاخص نماودن 
مشارکت کننده در تولید لاروها در شیوه لقاح  مولدين
ها از اهداف عمده برنامه هايي است کاه مخلوط گامت
تکنیاک ردياابي والادين و فرزنادان را در حفاظات از 
 ;7002 ,.la te(ژنتیکي آبزيان به کار مي برناد ذخاير 
در  ).ortsaC 9002 ,zednanreF dna zenitraM
باا نشاانگرهاي ريزمااهواره، تحقیق حاضر، اساتفاده از 
میزان بالايي از قادرت ردياابي والادين در مااهي آزاد 
ها تشکیل دهنده آلوين مولديندرياي خزر همراه بود. 
به شیوه لقاح مخلاوط  کهدر تیمارهاي مختلف تحقیق 
یک رديابي والدين در نرم با بکارگیري تکن تولید شدند
 55 ريزماهوارهتنها با استفاده از سه نشانگر  PAF افزار
مشخص گرديدناد. در تیماار  rtS 235و  rtS 93، rtS
در تیماار  ،درصد 03/4دوم درصد، در تیمار  53/5اول 
د از درصا  002درصد و در تیمارهاي شاهد  43/4م سو
 منتساب نر و ماده تشکیل دهناده  مولدينها به آلوين
شدند که در مقايسه با ساير تحقیقاات بیاانگر درصاد 
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 ,.la te ettupednaV( باالايي از ردياابي ماي باشاد 
  ). 7002 ,.la te miK ;4002
تاراکم ، میزان اساپرماتوکريت و تحقیق حاضردر       
نار در  ينمولداسپرم پیش بیني کننده میزان موفقیت 
ها نبودند. ايان نتیجاه بار خالاف ت اوري تولید آلوين
و ) 0002 ,rekraP dna llaB ;8991 ,rekraP( رقابات 
در خورشاید  9001و همکاران در ساال  ffeNگزارش 
 5001در ساال  koonSماهي آبشش آباي و گازارش 
مي باشد. در تطاابق باا نتاايج تحقیاق حاضار، تعاداد 
نار در  مولادين یات اسپرم عامل مشخص کنناده موفق 
ها در شرايط رقابات اساپرم در مااهي آزاد تولید آلوين
در مااهي ). 4002 ,.la te egaG( اقیانوس اطلس نباود 
اسپرم رابطه منفي با تراکم قزل آلاي رنگین کمان نیز 
 هاا داشات نر در لقاح تخماک  مولدينمیزان مشارکت 
  ). 8002 ,.la te tesuT(
ي اساپرم کاه در تحقیاق میان ويژگي هاي کیف از     
حاضر در تیمارهاي مختلف مورد بررسي قرار گرفتناد 
تنها رابطه بین مادت زماان تحارک اساپرم و میازان 
هاا در تیمارهاا نار در تولیاد آلاوين  مولادين مشارکت 
مثبت بود. مدت زمان بسیار کوتااه تحارک اساپرم در 
اغلب ماهیان استخواني کاه در آزاد ماهیاان حتاي باه 
ثانیه نیز مي رسد، تأثیر بسیار زياادي بار  کمتر از سي
نر دارد چون اسپرم بايد در ايان  مولدينموفقیت لقاح 
مدت کوتاه میکروپیل را پیادا نماوده و باه داخال آن 
نفوذ کند. در آزاد ماهیان کاه تخماک درشاتي دارناد 
میلي متر)، مادت زماان کوتااه  5(قطر تخمک حدود 
ث مي شاود کاه تحرک اسپرم (کمتر از سي ثانیه) باع
تاا  9اسپرم مسافتي در حادود نیماي از دور تخماک ( 
میلي متر) را طي نمايد. بنابراين اسپرم هايي کاه  4/3
مدت زمان تحرک طولاني تري دارند شانس بیشاتري 
ها خواهند داشات و حتاي نیز براي لقاح دادن تخمک
کاهش بسیار کم در مدت زمان تحارک اساپرم، تاأثیر 
نار بار  مولادين قیت تولیاد مثلاي بسیار زيادي بر موف
 te aawgaruR ;1002 ,.la te emiKجاي مي گذارد (
  ).4002 ,.la
هاي منتشر شاده در زمیناه بررساي مروري بر گزارش
همبستگي مدت زمان تحرک اسپرم با میزان مشارکت 
هاا، نشاان دهناده برخاي نر در تولیاد آلاوين  مولدين
هاي مختلف تناقضات در نتايج به دست آمده در گونه 
مي باشد. در قزل آلاي رنگین کماان موفقیات تولیاد 
نر در شرايط رقابت اسپرم با مدت زماان  مولدينمثلي 
). در 8002 ,.la te tesuTتحرک اسپرم در ارتباط بود (
همبستگي مثبات و ماهي هالیبوت اقیانوس اطلس نیز 
معني داري بین تحرک اسپرم و موفقیت تولیاد مثلاي 
هده گردياد و بیاان شاد کاه مخلاوط نر مشاا  مولدين
نمودن مايع مني چندين مولد نر مختلف بدون داناش 
اولیه در مورد پارامترهاي تحرک اسپرم ممکان اسات 
در نهايت منجر به کاهش سطح تنوع ژنتیکي، افزايش 
میزان آمیزش خويشاوندي و تولید موجوداتي با میزان 
 nesettOسازگاري کم در برابر شرايط محیطي گردد (
 در تناقض باا مااهي آزاد دريااي خازر،  ).9002 ,.la te
مااهي هاالیبوت،  مااهي قازل آلاي رنگاین کماان و 
 dna leppirTموفقیات تولیاد لارو در مااهي روغان ( 
از خااانواده  eyellaWو در ماااهي  )2991 ,noslieN
باا میازان  )6002 ,.la te namlessaCسوف ماهیاان ( 
 اشت.تحرک اسپرم همبستگي معني داري ند
بندي نهايي، شناسايي نشانگرهاي ريزمااهواره در جمع
داراي تنوع ژنتیکي باالا در مااهي آزاد دريااي خازر و 
انجام آنالیز رديابي والدين با استفاده از آنها، باا درصاد 
مشاارکت کنناده در  مولدينموفقیت بالايي در تعیین 
ها همراه بود. تحقیقات گذشاته در مااهي تولید آلوين
ريااي خازر نشاان داده اسات کاه شایوه لقااح آزاد د
ها کاه هام اکناون در تکثیار مصانوعي مخلوط گامت
از طرياق باروز پدياده ماي شاود  ماهي آزاد استفاده 
رقابت اسپرم در میان مولدين نر، باعث کااهش انادازه 
جمعیت مؤثر در مولادين و کااهش تناوع ژنتیکاي در 
(ساوري ن اژاد و  هااي تولیاد شاده ماي شاود آلاوين
تیمارهاايي ). 1102 ,.la te areV؛ 3592کااران، هم
مثل يکسان سازي حجام ماايع مناي (ساوري ناژاد و 
) و يکسان سازي تعداد اسپرم به ازاي 2392همکاران، 
نیاز باعاث ) 2392(سوري نژاد و کلباسي، هر مولد نر 
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کمخت يزاس روراب رد رن نيدلوم لداعتم تکراشم ااه
نيولآ يکیتنژ بیکرت و داجيا ياه حااقل هویش رد هدش
ديدرگن طولخمتسا ه  رد ًااصوصخ يداايز تافلاتخا و
نيولآ دیلوت رد رن نيدلوم تکراشم نازیم هدهااشم ااه
دوش يم نيولآ ،هجیتن رد هک حطاس شهااک ااب ييااه
 دیلوت نيدلوم هب تبسن يکیتنژ عونت داش دنهاوخ هاب .
 رد ورلا دایلوت و حااقل لامع تایقفوم داسر يام رظن
ا تباقر طيارش رياس هب رزخ يايرد دازآ يهام رد مرپس
 هالمج زا هدافتاسا دروام نيدالوم مرپاسا تایصوصخ
 هک دشاب هتشاد يگتسب مرپسا کرحت رد عواضوم نايا
.تفرگ رارق دیيات دروم رضاح قیقحت 
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Abstract 
Artificial breeding and subsequent release of the Caspian brown trout juveniles (Salmo trutta 
caspius Kessler, from Salmonidae) has been adopted by Iranian Fisheries Organization as a 
result of fishing pressure on its stocks. Unbalanced contribution of male breeders to F1 
progeny is expected with present mixed milt fertilization of gametes. Non-parametric 
Spearman's correlation coefficient was used to investigate the relationship between some 
sperm quality parameters and the contribution of Caspian brown trout male breeders at three 
trials. In the first trial, fertilization was performed using ova and sperm of four male and four 
female breeders according to routine hatchery protocol. In the second and third trials, ova and 
sperm of respectively four and two female and four and six male breeders with equal number 
of ova and the same volume of milt were fertilized. Parentage assignment of yolk sac 
absorbed F1 alevins was performed in FAP program using three polymorphic microsatellite 
loci (Str58, Str73 and Str591). More than 94% of mixed milt produced progeny were assigned 
to their parents in trials. Sperm motility duration was positively correlated with the number of 
sired progeny by each male in trials. The correlation was negative between sperm 
concentration and spermatocrit with amount of contribution by male breeders to F1 progeny. 
The results reveal the effect of sperm motility duration on the ability of alevin production by 
Caspian brown trout male breeders at sperm competition condition in mixed milt fertilization 
of gametes. 
 
Keywords: Parentage assignment, Artificial breeding, mixed milt fertilization, Sperm motility, 
Caspian brown trout 
                                                 
* Corresponding Author’s E-mail: sourinejad@hormozgan.ac.ir 
